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(g) Verfahren und Vorrichtung zur Verkapselung von Zetlen 

@) Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung sowie ein Ver- 
fahren zum Verkapseln von mikrobiellen, pflanzlichen 
und/oder tierischen Zellen bzw. von biologischen und 
chemischen Substanzen rnittels einer Duse in kleine i. w. 
kugelformige Teilchen durch Vibration eines Immobilisie 
rungsgemisches, wbbei die Vibration auf eine das Immo- 
. bilisierungsgemisch enthaltende Spritzpurnpe (1, 2) uber- 
- tragen wird, die schwingend gelagert und mit einer Oszil- 
lationseinheit (5) verbunden ist. 
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IOOOII D, c vorliegende Hrhndung belriffl ein Vcrlahren 
und cine Vorrichlung /urn Verkapseln von menschlichen 
unci tienschen /elien (lurch cine Diise in klcinc, i. w. kuacl- 
lonmge Ibilchen unter /uhillenahmc von Kinwegbehiihern. 
kin deranges Vcrlahren isi aus der DM 199 10 251 Al dcr 
Aninelderin hekanni. 

I 0002 | Die Verkapselung von mikrobiellen, pllanzlichen 
und iicrischcn /cllcn und von biologischcn und chcniischcn 
Subsianzen - wic Kalalysatoren ist vor allcin in dcr Bio- 
technologic und der Medizin zur Immobilisierung von gros- 
ser Bcdcuiung. In dcr Mcdi/jn dieni die Verkapselung zu- 
sai/.hch /.uni Abschinncn vor deni Inmiunsvsicni. Durch die 
imniobiliscrung isl es nioglich, die /cllcn odcr den Kaulv- 
saior ini Prozess zuruckzuhalien und gleichzehig das Pro- 
duki zu emien. Dadurch sind cin vcrl&n&encr Nuizen und 
eine erhohie Rauni-Zcil-Aushcuic nioglich. Durch die Ab- 
schirmung dcr/clien vor deni rnuuunsvslcni isl es nio«lich 
eincm Palicnicn kdrncrlVemdc /cllcn *zu in.plantieren die 
uber langere Zcil einen gcwiinschlcn Sloff in den Korper des 
I alienien abgchen. ohne dass sic durch das inimunsvstem 
des I alienien angegriffen und zerstort wcrden. 
J0003I Die Verkapselung von /cllcn und Kalalvsaiorcn in 
Biopolvjnere - wic Carragccnan odcr Atrial - und svnihe- 
nsche Polyniere - wic Polyacrylamid - isl eine in For- 
sehungslabors seii einigen Jahren angewandle Mcihodc In 
dcr I jicralur wcrden dafur vielc vcrschicdcnc Vorrichlungcn 
heschricbon. Kine der eifizieniesien Meihoden isi dasZcnci- 
Icn cincs Sirahlcs durch die Uberlagcrung einer exlemcn 
.Schwingung aul die Imniobilisiemngsilussigkeil. Die Rus- 
sigkeii wird dadurch beim laniinarcn Aussironicn aus einer 
Duse in gleichgrosse Fraklionen aufgelcih. Mclircre Meiho- 
den zur Schwingungsubertragung werden aenulzi oder be- 
schneben, z. B. Koppelung an einen Vibrator, Piezokrisiall 
ScnallweiJen. 

[0004] Die eingangs zilierle Druckschrifl dcr Aninelderin 
zcigl ein konnnerziellcs Verkapselungsgerat, bei deni die 
Schwingung minels einer Pulsaiionskammer auf das Iiinno- 
nihsierungsgcmisch ubcrtragen wird. Die gesamic Verkap- 
sclungsreaklion findel in eineni aus roslfreicm Stalil und 
Ulas beslchendcn Reaklionsbehalicr stall, der zuvor in ei- 
nem handelsiiblichen Auioklaven sterihsieri wurde Die her- 
gcsiellien Mikrokugcin wcrden in diesem BehaJlcr verfe- 
sligt und unler Unistandcn weiierbehandcll - z. B mil deni 
Autbnngcn von zusalzlichcn Mcmbranschichlen. Will man 
iur medizinische Anwendungen - bspw. Diabeles oder 
Krebstherapien - /cllcn verkapseln, siehcn in der Recel nur 
klcine Volumina (1-5 ml) zur Verkapselung zur Verfugung 
Oeshalb hal diesc Melhode die Schwierigkeii. dass, bedingt 
durch das grosse Toivolumen des Systems, ein Grosstcil des 
Vcrkapselungsmaicrials im System vcrloreneeht. was bei 
der Verkapselung von menschlichen Zellen inakzeptabel isl 
Ausserdcni birgt das Konzcpl dcr Wiedervcrwertbarkcit des 
Kcaklionsbehallcrs durch Auloklaviercn eine s-cwissc Ge- 
lahr der ( Voss-C 'oniaminaiion. wclchc nur mil erossem zeii- 
hchen unci lechnischen Aulwand bcgcgnei weVdcn konntc 
Als wcitere Schwierigkeit muss die grosse Flexibililai des in 
dcr Anmcldung DE 199 10251 beschriebenen Systems ge- 
schen wcrden. die - im I-orschungs - und lint wick lungs be- 
reich - als sehr noiwendige Einrichiung. im Produkiionsbc- 
reich im medizinischen Umfeld als behindcrlich oder sto- 
rend gehen kann. 

I 0005 | Aufgabe der vorliegcnden Krfindunc isl es daher 
cine gatlungsgcniaGc Vorrichlung bzw. cin bckannics Vcr- 
lahren im Hinblick auf seine Hignung spezicll fur kleine 
Nuizvolunnna bzw. nur geringe Mcngen von Immobilisie- 
rungsgennsch zu vcrbessern. wobci insbesonderc Abfall- 



bzw. mchi nuizbarc Mcngen von WirksiolT zu minimicrcn 
sind. l crncr ist cs Aufgabe der vorliegcnden Iirlindung die 
hmplindhchkeii bckannicr Vorrichlungcn gegen Verschmui- 
zung zu iiberwinden und somil eine Vbrrichlung b/w ein 
> Vcrlabrcn zu schalVen. welches insbesonderc einen zum Stc- 
nhsicrcn b/.w. Rcinigcn benoligicn Aufwand deutlich vcr- 
minden, 

|0()06| Die Aufgabe wird durch das Vcrlahren mil den 
Merkmalen des Anspruches 1 sowie die Vorrichiunn mil den 
io Mcrkmalcn des Anspruches 7 gclosi; voncilhallc Wcilerbil- 
tlungcn der lirlindung ergeben sieh aus den abhaneigen An- 
spruchen. /usaizlich gehen als von der vorliegendcn Krfin- 
dung mnumlassi samiliche aus den vorliegcnden Unicrlagcn 
crkennnapen Vomchiungs- und/odcr Verfahrensnierkniale 
cinzcln odenn beliebiger Kombination. 
10007] Hrganzend gilt der OlTenbarun<>si:ehali der 
DK 1 99 10 251 Al, so er der Lehre der vorlieoenden Offen- 
barung mchl cnigegcnslehi, als in die vorlicccndc Anmcl- 
dung einbezogen, insbesonderc im Hinblick auf weitere Dc- 
20 tails der Urzcuiiunii unci/cxier Behandluny von kuoelformi- 
gen leilchen. 

[0008| Nach einer Rcalisierungslbnn des crfindungsgc- 
masscn Verfahrcns wird das IniinobiJisierungsucmisch in 
cine handelsubliche sierilc Sprilzc, die mil einer speziellen 
2? Nadcl bcsiiickl isl, aufgenommen. Die Spriize mil der Nadel 
wird durch eine Membran in einen sierilen Kunsisiot^ehal- 
ler, den Kinweg-Reaklionsbehalier, gesiossen. Hine Vor- 
schubemnchiung druckl das Ininiobilisierungsiieniisch 
>4 Jf™. <Ji?.sP«r.icIlc Nadcl. und es bildct sich ein laminarer 
-><> Mussigkeitsstrahl aus. Die Spriize isl mil eineni Vibrator 
verbunden, welcher cine ham.onische Schwingung auf die 
Spntze ubertriigi und dabei den Strahl in uleichizrosse Teile 
auiircinl. Vorzug^wcisc wird in der Nalie der Nadel cin 
elcktnsches Feld aufgebaul, so dass im Flussigkeitsstrahl 
■to ein elckinscher Ladungsfluss enisleht, wodurch die entsle- 
henden Tropfen eine elektrische Ladung erhalten Diese 
Aufladung muss so hoch sein, dass die Ku^eln sich aufgrund 
der gleichatiigcn Ladung gegenseilic abstossen und sich die 
anlanghch einzelstrangig vorhandene KugeJkelie in viele 
Teilkenen auiteilt. Dazu werden Spannungen vorzugsweise 
im Bereich von 200 bis 1600 V bcnoligt. Durch den Dispcr- 
gicrungscffeki fallen die Kugeln nichi mehrauf cincm en^ 
begrenzten Gebiel auf die Oberflache des Hariung shades! 
sonde rn sic werden wcil zersireul. 
45 [0009] Die somit hergestellten Kugeln hanen im Gelie- 
rungsbad; welches im Finwcg-Reaklionsbehalter bereits 
vorliegt. Waschschritle oder anderc Prozessschritte werden 
in einem geirennten Behalier durchcefuhn, wobei diese Be- 
halter aus Kunstsloff gebildei und auch zum einmaiigen Ge- 
brauch b«sl»iwm sind. Der Benuizer sammell ivpischer- 
weise die Kugeln an. Schluss des Herstelluncsprozesses in 
einer wciieren Spriize und kann sie ggf. direkt einem Palicn- 
icn einiransplantieren. 

100101 Minels diescr Vbrgehensweisc ist es moglich 
» klcinc Vcrkapsciungsvolurnina, z. H. } 5 ml /cllcn und Al- 
ginailosung. prakiisch vcrlusifrei zu Kugeln zu verarbeiien 
Glcichzcing sichi deni Benuizer ein cinl aches Vcrlahren zur 
Verlugung, bei wclchcm er dank des Finsatzcs von Ein- 
wegcinhciicn - keine aufwendigen ReinigungsniaRnaJinien 
60 vornchmeri und keine Crosskoniaminationen zwischen 
mchreren Produkiionsansatzen erwarien muss. 
10011 ] Das in der vorliegcnden Palcntschrin besehriebene 
Vcrlahren und Vorrichlung wcisl ansonsien diesclben Pro- 
dukiionsschritic wic die ziiicne Schrifi zum Stand der Tech- 
6> mk aul. Das hcissi, dass die hergcslclllcn Ku<jcln cine runde 
und kugcllonnige Form aufweisen, dass sie cin rnonodisper- 
scs Korngrosscnspcktrum besitzen und dass mil dieser Vor- 
nchtung cbcnlalls sehr klcinc Kugeln felwa KXMOOOum) 
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unier sicrilen und rc prod uzier bare n liedingungen hcrgesiclli 
werden konnen. linen lulls /.cichnci sich das vorlicgcndc 
Vcrfahren dutch cine hobo Produktiviiiil aus, so kann eiwa 
cine Ralchgrossc von 2 nil in weniger als cincr Minnie /.n 
kleinen Kugeln vcrarbciicl werden. * 
|0012| Weiiere Voncilc. Merkmalc unci liinzelhehcn tier 
Frlindung ergehen sich aus der nachfolgcnden Beschrci- 
hung bevorzuglcr AusluhTungshcispiele sowie anhand der 
einzigen '/eichnung. dicsc zeigl in 

|0013| Kij». 1 cine Sciicnansichi cincr crlindungsgemussen l<) 
Vorrichlung. 

|0014| In dor dargeslelllcn Anlagc fur das sterile Verkap- 
scln inikrobicllcr. pllanzlicher und ticrischcr '/ellcn wird mil 
cincr Sprir/cnpunipc 2 wclchc pneu mat i sell oder mecha- 
nisch bciriebcn wird dcr Spril/cnkolbcn 1 vorgesiosscn, i- s 
urn danrii das rmniobilisierungsgeniisch. das in die Spril/c 
aiifgenoiumen wurdc und aus /ellcn und Polytnerlosting be- 
slehi. /.u lordcrn. Die Sprii/.c isi in cine Hallcrung 3 gc- 
spanni, wclchc die Sprilzc an ihrem gesamien Uni fang fesi- 
klemml. Die ITahcrung isl an zwei Federstahl-Bandern 4 20 
aufgehangi, wclchc die veriikalcn Krafic aufnehmen. die 
durch das Aussiosscn dcr Spril/c enislchcn. Die Spril/cn-' . 
hallcrung kann transversal schwingen. und iibernimml die 
Sehwingungsubenragung eines Pulsalors 5 auf die Nadel 6, 
wclchc als Duse fungicri. Mil dicser Nadel kann cine Slcril- - s 
Menibran 7 (die als Slerilburrierc dient, gleichzeiiig jedoch 
Vibraiion dcr Nadel zulaBl) zum Hinwcg-Reaktionshchailer 
A durchslochcn und das Tmmobilisierungsgemisch zertropfi 
werden. 

|(K)15] Die cin/clncn Tropfcn werden im Lichi von geirig- .*•) 
gcrien Feuchtdiodcn 8 sichihar. Der Tropfcn-Sirahl wird 
durch eleklroslatischc Aulladung iiber einen Mctallrin" ini 
Tlals 9 ilcs lmiwcg-Rcaktionsibeliallers A aufgcweitei. Die 
Tropfen fa Hen in cine Ilartungslosung 10 und hart en don so- 
forl aus. ts 
|<HU6| Uni Koalcszenzzu verhindem, muss das Hariungs- 
had 10 Icichi geriihn werden. Dies wird mil einem Magnet - 
Riihrsiuhchcn. das auf cincm grobmaschigen Kdelstahl-Nelz 
11 drehl. erreichl. Die ausgehartcicn Kugeln werden iiber 
den Sammelkonus im Boden des liinwcg-Reakiionsbehiiller 4u 
A und iiber ein Diciwcgvcntil 12 zu cine m Feins icb 13 ah- 
gelciiel. Die Kugeln bleiben auf dem Feinsieb zuriick. die 
uberschiissige Ilariungslosune flicssl in ein Abwasser-Ge- 
lass 14 ab. 

|0017| Die Kugeln mussen in der Regcl gewaschen wer- 45 
den. Die Waschllussigkcil wird hier/.u aus einem Vorralsbe- 
haher 15 uber einen Verlcilboden im Deckel 16 des Uinweg- 
Rcaktionshehalier A in das Sysieni gcbrachl. Die mogli- 
cherweise im Finweg-Reaktionsbchalter A und in den Ver- 
bindungsschliiuchcn verbliebenen Kugeln werden somil >o 
ehenfalls auf das Feinsieb 13 gcspiilt. 

1 001 SI Der erforderlichc Druckausgleich gegenuber der 
Umgebung erfolgl wall rend des Prozcssablaufs iiber Sieril- 
luftfilier 17. Nach dem Waschvorgang mussen sic resuspen- 
dicn und in cine Injeklionssprilze gcbrachl werden. Dazu 55 
werden die Drciwegvcntilc 12. IS umgestelli. uml die Re- 
suspcndicrungsllussigkeit wird manuell aus dcr Vorrais- 
spriize \9 in den Feinsicb-lBehalier B gedriiekt. Don werden 
die Kugeln durch die einem Laminar-Oilier 20 beruhigie 
Slromung als Pfropfcn auf- und in einc Sanimelspritze 21 60 
gcsehwcinml. Deren Kolben.wird mil zunchniendeni Volu- 
men von sclbsl ausgefahren. Somil liegen die vcrkapscllcn 
/.ellcn in cincr Fosung vor und konnen nun weilcrvcrwendei 
werden. 
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pllun/Jichcn und/odcr lierischen /ellcn hzw. von biolo- 
gischen und chemischen Subsianzcn minds cincr Diise 
in kleine i. w. kugellonnige Teilehen durch Vibraiion 
eines fniniohilisierungsgcniischcs. dadurch j»i*kcnn- 
zcichnct. dass die Vibration auf einc das Immohilisie- 
rungsgemisch enihaliende Spriizenpunipe (1. 2) iibcr- 
iragen wird. die schwingend gelagcrt und mil cincr ()s- 
zillaiionseinheil (5) verbunden isl. 

2. Vcrfahren nach Anspruch I. dadurch gekennzcich- 
ncK dass millels cincr externen Vibraiion cin laminarer 
Fliissigkeiissirom des Tmniobilisierungsgeniisches aus 
dcr Spritzcnpumpe in glcichgroBc kugellonnige Teil- 
ehen getcili wird. wobei bevorzugi die exierne Vibra- 
tion in cincr Richiung senkrecht zum Fiussigkeilsslrom 
auf die Sprilzenpumpc ubenragen wird. 

3. Vcrfahren nach Anspruch 1 cxler 2. dadurch gekenn- 
zeichnei. dass als Duse cine Sprii/ennadel (6) der 
Spriizenpunipe (1. 2i verwendet wird. die durch cine 
Slerilmenibran (7» in einen ITanungsbehiiller (B) hin- 
einreichl. 

4. Vcrfahren nach einem der Anspriiehe 1 bis 3, da- 
durch gekennzciehncl, dass die kueelloniiigen Teil- 
ehen in einem clcklrischen Feld /.wisehen der Diise (6) 
und dem Ilartungsbad (A) mil ciner clcklrischen La- 
dung verse hen werden. die so eingcslelll isl, dass die 
Teilehen sich gegenseitig absloBen. 

5. Vcrfahren nach einem der Anspriiehe 1 bis 4. da- 
durch gekennzciehncl. dass die Spriizenpunipe. insbc- 
sonderc einc liinweg sprit ze. i nine Is der exicrnen Oszil- 
lationseinheil (5) in Schwingungen verselzi wird. die 
zwischen 4(W) und 5.000 TTz betragen. 

6. Vcrfahren nach cincm der Anspriiehe 3 bis 5. da- 
durch gekcnn/eicliiiel. da.ss das Imiiiobilisierungsge- 
niisch mittcls eines Kolbens (1) so durch die Duse (6) 
der Spriizenpunipe in den Hiiriungsbad be halter (A.) ge- 
druckl wird, dass cine laminare Slromung enlstchl. die 
vorzugsweise 1 -50 ml/min belragl. 

7. Vorrichlung zum Verkapseln von mikrobiellen, 
pllanzlichcn und/oder lierischen Zellen bzw. von biolo- 
gischen und chemischen Subsianzcn initteis cincr Diisc 
in kleine i. w. kugellonnige Teilehen durch Vibration 
eines Inmiobilisicrungsgeniisches, insbesondcre zur 
Durch flihrung des Verfahrens nach einc in dcr Ansprii- 
ehe 1 bis 6. dadurch gckennzeichnet. dass cine pneu- 
malisch oder.incchanisch beiriebene Spriizenpunipe (1, 
2) fur das Imniohilisierungsgcmisch an cincm federn- 
den Ilaltcclcment (3, 4) aufgehangt ist, welches zum 
Aufnehmen venikaler Kriitte ausgcbildet isi und cine 
transversalc Schwingung der Spril/enpumpe erlaubl. 

8. Vorrichlung nach Anspruch 7. dadurch gekenn- 
zciehncl, dass dns fedcrnde Halteelcnienl mil ciner Os- 
zillaiionseinheii (5) so verbunden isl. dass cine Vibra- 
iion der Oszillaiionseinheii die transversale Schwin- 
gung der Sprilzenpumpc bewirkl. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8. dadurch ge- 
kennzciehncl, dass als Diise cine Spriizen nadel {6) der 
Sprilzenpumpc mil zum Frzcugcn der kugelfonnigcn 
Teilehen geformiem Flndstiick verwendel wird. wclchc 
vorzugsweise 0.1-1 mm Kaniilendurchinesser auf- 
weisl. 

10. Vorrichlung nach cincm der Anspriiehe 7 bis 9. da- 
durch gekennzciehncl. dass die Vorrichtung einen Tliir- 
lungsbadbchalier (A) mil einem Sammelkonus auf- 
wcisi. dcr vorzugsweise einen Durchmesscr von 60 bis 
120 mm und einc Hone von 150 bis 200 mm bcsiizi 
und zum Aufnehmen gehancter kucelforniiger Teil- 
ehen ausgebildel isl. 

11. Vorrichlung nach Anspruch 10. dadurch gekenn- 
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/.eichnci. dass dcm ITaniingsbadbehalicr (A) cin Belial- 
icr (B) mil einein Feinsieb < 13) nachgeschaliei ist, wel- 
ches vor/.ugs\veise eino Masehenweile von 50 KM) pin 
sowie femerein kjininarcs (liller<20) /.inn Konirollie- 
ren der Slroinungen von Wuschvorgiingcn aufwcisl. 5 

12. Vorriehlung nach Ansprueh 10 oder 11, dadureh 
gekcnnzcichnel, dass zwischen der Sprilzcnnadel und. 
dein I lartungshad (B) cine clckirischc Spannung annc- 
iegi ist, die vor/.ugsweise 400 2.01X) Veil hcirSgi. 

13. Vorriehlung nach einein der Anspruchc 7 bis 12, 10 
dadureh gckenn/eichnci. dass alle oder einzelne Be- 
slandiciie der Vorriehlung, insbesondcre Behalicr. Ver- 
bindungen und/oder Vemilc. aus in der Mcdizin zuec- 
lassencn KunslsiotTleilen hcrgcslclll sind, vorzugs- 
weise aus Polyearbonal, Polyeslcr und/oder Teflon. * 15 

14. Vorriehlung nach eineni der Anspriiehe 7 bis 13, 
dadureh L'ekenn/.eiehnet. dass die Sprhzenpumpe und/ 
oder der Tlartungsbadbehiiltcr (B) zur liinmalvcrwcn- 
dung ausgebildel und vorgesehen sind. 

20 

Ilicr/.u 1 Scilc(n) Zeichnunccn 
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